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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
脂 肪 酸 活 性 化 酵 素(ACS)は 、 脂 肪 酸 とコエ ンザ イ ムA(CoA)をATPを 用 い
て結 合 させ る酵 素 で 、最 終 生 成 物 は ア シルCoAで あ る。 ほ 乳 動 物 で は 、 脂
肪 酸 生 合 成 の:最終 産 物 は遊 離 脂 肪 酸 で あ る た め 、 本 酵 素 な しに脂 肪 酸 を 代 謝 、
利 用 す る こ とはで き な い 。 さ らにACSは 、 脂 肪 細 胞 や 筋 肉 細 胞 で 脂 肪 酸 ト
ラ ンス ポ ー タ ー と して 同定 され 、 脂 肪 酸 代 謝 の鍵 とな って い る。
本 酵 素 に よ り生 成 す る ア シルCoAは 、1)ミ トコ ン ドリア や ペ ル オ キ シ ゾ
ー ム で の β一酸 化 に よ るエ ネル ギ ー産 生 系 、2)小 胞 体 に お け る ト リグ リセ
リ ドや リ ン脂 質 、 コ レス テ ロー ル エ ス テ ル な ど の脂 質 合 成 系 、3)脂 肪 酸 生
合 成 の フ ィ ー 君バ ッ ク阻 害 な どの シグ ナ ル 伝 達 系 、 な どで幅 広 く利 用 され る
重 要 な 代 謝 中間 体 で あ る 。
1990年 、 鈴木 らに よ ってACSlcDNAが 初 めて ク ロー ニ ング され て 以
来 、 現 在 まで に、 組織 特 異 性 と基 質 特 異 性 の 異 な る5つ のACS(ACS1-5)
が 本 研 究 室 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 解 析 され て き た 。 これ らのACSは 構 造 と
基 質 特 異 性 に よ って 、2つ の サ ブ フ ァ ミ リー に分 類 され る。ACS1とACS2、
ACS5は 、 パ ル ミチ ン酸 を は じめ 幅 広 い脂 肪 酸 を 基 質 と して 好 み 、ACS1は
主 と して 肝 臓 や 心 臓 、脂 肪 組 織 に、ACS2は 脳 に 、ACS5は 小腸 に最 も高 く
発 現 し て い る 。ACS3とACS4は 、 ア ラキ ドン 酸 とエ イ コ サ ペ ン タエ ン酸
(EPA)を 好 み 、ACS3は 主 と して 脳 に、ACS4は 副 腎 や 卵 巣 な ど の ス テ ロ イ
ド産 生組 織 に高 く発 現 して い る 。
ヒ トで は 、5つ のACSは そ れ ぞ れ 異 な る染 色 体 上 にマ ップ され 、種 々 の 遺
伝 病 と物 理 的 に リ ンク して い る 。ACS2とACS5は そ れぞ れ5番 と10番 染
色 体 の長 腕 に存 在 し、 急 性 骨 髄 性 白血 病(AML)や 悪 性 神 経 膠 腫 の遺 伝子 座
に高 い リ ンケ ー ジが あ る。 ま た 、ACS4遺 伝 子 はX染 色 体 のq22-23に 存在
し、 ア ル ポ ー ト症 候 群 の原 因遺 伝 子 で あ る コ ラー ゲ ンタ イ プIVα5に 近 接 し、
ACS4を 同時 に欠 損 す る患 者 家 系 も存 在 す る 。
ア ラキ ドン酸 とEPAは 、 プ ロス タ グ ラ ン ジ ンや ロイ コ トリエ ンな どの 生理
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活性 を有 す るエイコサ ノイ ドの前駆体 と して重 要な脂肪酸 で、細 胞膜 の リン
脂 質 か らホル モ ン感受 性 のボス ホ リパー ゼA2に よ り遊離 す る。 また 、過剰
のプ ロス タ ノイ ド合成 を抑 制 す るた め 、遊 離 した ア ラキ ドン酸 やEPAの 大
部分は再 エ ステル化 され 、細胞 内 濃度 は極 めて低 く保 たれる。ACS4は ステ
ロイ ド産 生 組織 に 高 く発 現 し、 アラキ ドン酸 やEPAに 特 異 性が 高 い。従 っ
て、ACS4は ス テロイ ド産 生系 とプロス タノ イ ド産生系 の両 面で 重要な役割
を担 って いると示唆 され るが、そ の機能 は現在 の と ころ不 明であ る。
本研究 では、ACS4の 発現調 節 を明 らか にす る とともに、遺 伝子欠損 マウ
スを作製 し、ACS4の 個体 レベ ルでの生理機能 の解 明 を 目的 としている。
第2章 マウスACS4cDNAの 単離 と構造解 析
ヒ トと ラ ッ トに共 通 して 保 存 され て い る塩 基 配 列 に基 づ いて プ ライ マー を
設 計 し、 マ ウス 肝 臓 の総RNAを 用 いたRT-PCRで マ ウ スACS4cDNAを
増 幅 した 。 塩 基 配 列 を決 定 した 結 果 、 マ ウ スACS4は2010塩 基 に670ア ミ
ノ酸 、分 子 量7万4千 の タ ンパ クが コー ドされ る こ とが 示 され た(Fig.1)。
また 、 ヒ トと ラ ッ ト、 マ ウ ス の 間 で は92%の ア ミ ノ酸 が 同 一 で あ る こ とが
明 らか に な っ た(Fig.2)。
ヒ トや ラ ッ ト同様 に、 マ ウ スACS4mRNA(4。9kb)は 幅 広 い組 織 に検 出
され 、特 に 副 腎 や 卵 巣 、精 巣 な どの ス テ ロイ ド産 生 組 織 に高 く発 現 す る こ と
が 示 され た 。脳 のAcs4mRNAは 他 の 組 織 に比 べ 約o.3kb長 く(Fig.3)、
5'RACE法 によ り解 析 した 結 果 、5'上 流 域 の 異 な る3つ の 分 子 種(タ イ プ
1a、 タ イ プ1b、 タ イ プ2mRNA)の 存 在 が 明 らか に な っ た 。 タ イ プ1aと1b
mRNAは 、 開 始 コ ドンATGの5'上 流 の 同 一 フ レー ム に41ア ミ ノ酸 が 延 長 し
て コ ー ドさ れ て い る こ と が 示 さ れ た(Fig.4)。 こ の41ア ミ ノ 酸 長 い
ACS4(78kDa)は 、ES細 胞 の 一 つ で あ るTT2細 胞 を用 い た ウ ェス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グで も74kDaのACS4と 共 に検 出 さ れ 、 タ ンパ ク と して も存在 す る こ
とが示 され た(Fig。5)。
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RT-PCRに よ り3つ の分 子 種 を:解析 した 結 果 、 タイ プ1amRNAは 脳 に最
も高 く発 現 す るACS4で あ る こ と が 示 され た 。 こ のmRNAが コ ー ドす る
78kDaのACS4の 性質 は不 明 で あ る が 、 脳 に圧倒 的 に高 く発 現 す る こ とか ら、
脳 にお け る ア ラキ ドン酸 とEPA代 謝 に重 要 と考 え られ る(Fig.6)。
第3章ACS4の 発現調節
ACS4は ス テ ロ イ ド産 生 組 織 に 高 く発 現 す るた め に、 そ の 代 謝 に 重 要 な 役
割 を担 っ て い る と示 唆 され て き た 。ACS4と ステ ロイ ドホ ル モ ン産 生 の 関係
を調 べ る た め に、 マ ウス に副 腎 皮 質 刺 激 ホル モ ン(ACTH)や デ キサ メサ ゾ ン
を腹 腔 内 投 与 し、副 腎 や 卵 巣 、肝 臓 のACS4を ウ ェ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ン グ で
解 析 した 。ACS4はACTHに よ っ て 副 腎で2倍 、 卵 巣 で1。5倍 増 加 し、 デ キ
サ メ サ ゾ ン 投 与 に よ りそ れ ぞ れ1/2と2/3に 減 少 し た 。 一方 、 肝 臓 で の
Acs4の 発 現 に は共 に影 響 を与 え な か っ た(Fig.7)。
マ ウス 副 腎 皮 質 由来 のY-1細 胞 を用 い、ACTHや フ ォル ス コ リ ン、dBt-
cAMPの 影 響 を ウ・エス タ ン ブ ロ ッテ ィ ン グ で解 析 した 。ACS4はACTHに よ
り1.8倍 、 フ ォル ス コ リンに よ り2倍 、dBt-cAMPに よ り4倍 増 加 す る こ と
が 示 され た(Fig.8)。 以 上 の結 果 か ら、'ステ ロイ ド産 生 細 胞 で はACTH刺 激
で増 加 したcAMPに よ りACS4が 誘導 され る こ とが 示 唆 され た 。
次 に、Y-1細 胞 を 用 いて パ ル ミチ ン酸 や ア ラキ ドン酸 、EPAの:影 響 を ノ
ザ ンプ ロ ッテ ィ ン グ とウ ェス タ ン ブ ロ ッテ ィ ング で解 析 した 。Fig.9に 示 す
よ うに、ACS4mRNAは ア ラキ ドン酸 によ って 約1.5倍 、 タ ンパ ク は1.5-2
倍 増 加 す る こ とが 示 され た 。 しか し、 パ ル ミチ ン 酸 やEPAは 全 く影 響 を 与
えず 、 この 誘 導 は ア ラキ ドン酸 特 異 的 で あ る こ とが 示 され た 。
ス テ ロイ ド産 生 細胞 で は、ACTHに よ り増加 したcAMPが プ ロテ イ ン キ ナ
ーゼAを 活 性 化 し 、.コレス テ ロー ル エ ス テ ル加 水 分 解 酵 素 が リン酸 化 を受 け
る。 そ の結 果 、 コ レス テ ロー ル エ ス テル の 分解 が 増 大 し、遊 離 した コ レス テ
ロー ル が ス テ ロイ ド産 生 に用 い られ 、 この加 水 分 解 反 応 が ス テ ロ イ ド生 成 の
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鍵 とな っ て い る。ACS4がcAMPと ア ラキ ドン酸 に よ り誘導 され る こと は、
ACS4が コ レス テ ロー ル エ ス テ ル 加水 分 解 に よ り遊 離 した ア ラキ ドン酸 の細
胞 内 再 利 用を 担 う とい う私 た ち の提 案 す る モ デ ル と合致 して い る。
第4章ACS4欠 損マウスの作 製 と表現 型
ACS4欠 損 マ ウス を作 製 す る た め 、 まず マ ウスACS4の エ ク ソ ン2-3を 含
む 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ング した 。 開始 コ ドンATGを 含 む エ ク ソ ン2のEspI部
位 にPGK-neoカ セ ッ トを、3'末 端 に ジ フ テ リア 毒素 遺伝 子A(DT-A)を 持 つ
タ ー ゲ テ ィ ング ベ クター を構 築 し(Fig.10)、TT2細 胞 に ジー ンパ ルサ ーII
を用 い て導 入 した 。G418耐 性 細 胞 をPCR法 とサ ザ ン プ ロ ッテ ィ ン グ に よ り
解 析 した 結 果 、3つ のES細 胞 ライ ン が 相 同 的組 換 え を起 こ し、7。8kbの 変
異 ア レル を持 つ こ とが確 認 され た(Fig.11a)。 また 、 ウ ェス タ ン ブ ロ ッテ ィ
ング で もAcs4タ ンパ クは検 出 され な か った(Fig.11b)。 、
ACS4遺 伝 子 を欠 損 させ た3つ のES細 胞 を用 いて 、凝 集 法 に よ りキ メ ラマ
ウ ス を 作 製 した 。 合 計1244個 の 胚 を偽 妊 娠 マ ウ ス の子 宮 内 に移 植 した 結 果 、
276匹 が 生 まれ 、 そ の 内 の54匹 が オ ス の キ メ ラで あ った(Table1)。
次 に オ ス の キ メ ラ とメ ス の野 生型 を 交 配 さ せ 、98匹 の メ ス のF1ヘ テ ロ
i接合 体 が得 られ た 。 この 内86匹 をオ ス の野 生 型 と交 配 させ 、329匹 のF2を
得 た 。F2で の平 均 同腹 胎 児 数 は3.8匹 と正 常 値 の1/2で 、329匹 中 メ ス の ヘ
テ ロ接 合 体 は3匹 で 、オ ス の ヘ ミ接 合体 は得 られ な か った(Table2)。 この
結果 は 、 メ ンデ ル 遺 伝 に よ り期 待 さ れ る 出 現 頻 度(1/2)の1/50で 、 選 択 的
にACS4変 異 ア レル が 排 除 され る ことが 示 唆 され た 。
メ ス のヘ テ ロ接 合 体 にPMSG(pregnantmare'sserumgonadotropin)
とhCG(humanchorionicgonadotropin)を 用 い排 卵 誘 導 し交 配 させ た 結
果 、 同 腹 胎 児 数 はオ ス の野 生型 と で は7.4匹 、 キ メ ラ とで は6.9匹 と ほ ぼ 正
常 値 ま で 回 復 し、 メス の ヘ テ ロ接 合体12匹 と メス の ホ モ 接 合 体1匹 、 オ ス の
ヘ ミ接 合 体4匹 を得 る こ とが で き た(Table3)。 しか し、 生 まれ た マ ウ ス の
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1/3は 死 産 で 、妊 娠 の維 持 に障害 が あ る こ とが 示 唆 され た。 一方 、 得 られ た
4匹 のオ ス の ヘ ミ接 合 体 は外 見 や成 長 、行 動 、 生 殖 に異 常 はな か った 。
ACS4の 部 分 欠 損 の影 響 を 明 らか にす る た め に 、種 々 の生 化学 的 検 査 を行
った 。 メス のヘ テ ロ接 合 体 と野 生 型 を測 定 した 結 果 、 ヘ テ ロ接合 体 で トリ グ
リセ リ ドの 濃 度 が1.5倍 高 くな って いた が 、 両 者 で 血 中 コ レス テ ロール と血
糖 値 に は 変化 が なか った(Fig.12)。 ま た、 尿 中 の プ ロゲ ス テ ロ ン とエ ス ト
ラジ オー ル は 変 化 が な く、2つ のホ ル モ ン産 生 には影 響 が な い こ とが示 され
た(Fig.13)。 尿 中 コル チ ゾー ル 値 は ヘ テ ロ接 合 体 で 野 生型 の2/3に 減 少 し
て い たが(Fig.14)、 妊 娠 維 持 に関 わ って い るPGF2α 値 に は差 が なか った
(Fig.15)a
メ ス の ヘ テ ロ接 合 体 の 副 腎 や卵 巣 、子 宮 の 組 織 化 学 的 解 析 を行 った 結 果 、
子 宮 内膜 の肥 厚 と嚢胞 が観 察 され 、子 宮 機 能 の低 下 が 明 らか とな っ た。 副 腎
と卵 巣 に つ い て は、 予 想 に反 して 、 野 生 型 と比 べ て 明 らか な変 化 はな か った
(Fig.16)。 これ らの結 果 よ り、 メ ス の ヘ テ ロ接 合体 で は子 宮 内 膜 に障 害 が
あ るた め に 、妊 娠 が正 常 に維 持 で きな い こ とが 示 され た。 同時 に 、 子 宮 内 膜
が 肥 厚 し、 嚢 胞 が 発 生す る こ とよ り、子 宮 の 発 生 と分 化 にACS4が 機能 して
い る こ とが 示 唆 され た 。
第5章 要約
本研 究 に よ りア ラキ ドン酸活 性 化 酵 素(ACS4)に つ いて 以 下 の こ とが 明 ら
か に され た。
1.マ ウ スACS4cDNAと タ ンパ ク の解 析 に よ り、脳 に特 異 的 に発 現 す る新
しい78kDaのACS4分 子 種 を見 つ けた 。
2.ス テ ロ イ ド産 生 細 胞 で 、ACS4はcAMPと ア ラキ ドン酸 によ り誘導 され
る こ とが 示 され た 。
一270一
3.ACS4の 欠 損 は 、 オス の マ ウス の外 見 や 成 長 、 行 動 、 生殖 に影 響 を与 え な
いが 、 メス のヘ テ ロ接 合 体 で は 子宮 内 膜 の肥 厚 と嚢 胞 を引 き起 こ し、子 宮 の
機 能 を低 下 させ る こ とが 明 か とな っ た 。
4。ACS4は 子 宮 の発 生 と分 化 に機 能 す る こ とが 同時 に示 唆 され た 。
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A-73 347 23 91(26.2) 26(28.5)
A-44 389 26 89(22.8) 9(10」)
A-91 508 as S26{24.8) 19(14.7j








































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
アラキ ドン酸 は,プ ロス タグラ ンジ ンや ロイコ トリエ ンな ど生理活性 を有す るプロス タノイ ド前駆体
として重 要な脂肪酸 で,細 胞膜 リン脂 質か らホスホ リパ ーゼA2の 作用 に より遊 離す る。遊離 したアラキ
ドン酸 は脂肪酸活性化酵素(ACS)に よ りアラキ ドノイルCoAに 変換 され,ア シルCoA転 移酵素に よ り再
エ ステル化 され ,過 剰 の プロス タノイ ドの合成 を抑制 される と共 に,細 胞 内濃度 は極 めて低 く保 たれて
いる。最 もアラキ ドン酸 に特異性の高い脂肪酸活性化酵素(ACS4)は ステロイ ド産生組織 に最 も高 く発現
す ることよ り,ス テロイ ド産生系 とプロス タノイ ド産生系 の両面で重要な役割 を担 っている と示唆 され
るが,そ の機能は現在 の ところ不明 である。本研 究では,マ ウスACS4の 解析 と遺伝子欠損マ ウスの作
製 に より,ACS4の 個体 レベルの機 能 を解 明す ることを目的 に してい る。
マ ウスcDNAの 単離 と解析 によ り,ACS4の ア ミノ酸配列 はマ ウスとラッ ト,ヒ トで高度 に保存 され,
組織特異性 も類似 す ることが示 された。
また,5'上 流域の異 なる3種 類 のmRNAが 転写 され,脳 に特異的に発現するACS4タ ンパ クが存在す
るこ とも明 らか になった。
ノザ ンプロッテングとイム ノブロッテ ングにより,副 腎に発現す るACS4はACTHに よ り増加 し,デ キ
サ メサ ゾン投与 によ り減少す るこ とが示 された。同様 に,ス テ ロイ ド産生細胞 で もACTH刺 激 で増加 し
たcAMPに より誘導 され ることが 明 らか になった。 さらに,ACS4mRNAは 基 質であるアラキ ドン酸 に
より,特 異的 に誘導 され るこ とも示 された。
ジー ンターゲ ッテ ングにより,ACS4欠 損 マウスを作製 した結果,ACS4を 全 く発現 しないオスのヘ ミ
接 合体が特 に目立 った異常 を示 さないのに対 し,メ スのヘテロ接 合体 では,妊 娠が正常 に維持 で きない
ことが明 らか になった。組織化学的解析 に より,メ スのヘ テロ接 合体 には子宮内膜の肥厚 と嚢胞が見つ
か り,卵 巣では黄体 の退縮が著 しく阻害 されてい るこ とが示 された。
本研 究はACS4の 個 体 レベ ルでの生理機能 の解明への一歩 を築 き,ア ラキ ドン酸か ら始 まるプロスタ
グランデ ィンの代謝やステロイ ド産生,生 殖機能の分子 メカニズム を解 明す る上で,重 要な基礎 となる
ものであ る。 よって審査員一 同は,本 論文提 出者 は博士儂 学)の 学位 を受 けるに値す る と判定 した。
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